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論文内容要旨
 【目的】
 免疫系にとって細胞の移動は,細胞の分化,増殖,死などと並ぶ重要な現象である。炎症部位
 への好中球,単球の浸潤には,それぞれケモカインIL-8,MCP-1が重要な走化性因子であるこ
 とが示されて約10年になるが,リンパ球の組織浸潤,ホーミング,組織内での細胞再配置など
 に関わる走化性因子は不明なままである。本研究では,ランダムシーケンスライブラリーから発
 見した,新規ヒトケモカインSLCの生理的役割を明らかにする目的で,その組織発現および白
 血球サブセットに対する活性を調べた。
 【方法と結果】
 (i)SLCの発見と構造;ESTライブラリーよりケモカイン様配列を検索し,後に2次リンパ組織
 ケモカイン(SecondaryLymphoid-tissueChemokine;SLC)と名付けるケモカインの部分配列
 を発見した。この部分配列を基に,RACE法によりcDNAの全長を得て,全配列を決定した。
 推定されるポリペプチドは6っのシステインを持ち,C末端が通常より約35アミノ残基長いCC
 ケモカイン様配列を有していた。
 (2)SLCの組織発現;ノーザンブロットにより臓器でのmRNAの発現を解析すると,リンパ節,
 虫垂,脾臓などの2次リンパ組織で強い発現がみられたが,1次リンパ組織での発現は微弱であっ
 た。この発現パターンから2次リンパ組織ケモカインSLCと命名した。SLCは構成的に強い発
 現が認められることから,生理的,恒常的な細胞の移動への関与が示唆された。リンパ節,虫垂
 での発現をinsituハイブリダイゼーション法により調べたところ,傍濾胞領域に均等にmRNA
 が検出され,SLC産生細胞は傍濾胞領域のストローマ細胞であると考えられた。
 (3)Tリンパ球細胞株に対するSLCの細胞遊走活性;リコンビナントSLC蛋白質を発現,精製し,
 Tリンパ球細胞株Hut78,HutlO2を用いて細胞遊走活性を検討したところ,これらの細胞株に
 対して非常に効率よい遊走因子であることが示された。また,この活性はケモカイネシスでなく
 ケモタキシスであることと,SLCのレセプターはGαiにカップルしていることが示された。
 (4)末梢白血球サブセットに対するSLCの細胞遊走活性;末梢白血球を単球,顆粒球,リンパ球
 に分けSLCの遊走活性を調べた。その結果SLCは単球,顆粒球にはまったく遊走活性を示さな
 かった。しかし,リンパ球に対しては非常に強い細胞遊走活性を有していた。さらに,経内皮細
 胞遊走アッセイとリンパ球表面マーカーの免疫染色を組み合わせてリンパ球サブセットの反応性
 を調べると,SLCはB細胞と丁細胞に対して遊走活性を示すがNK細胞には遊走活性を示さな
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 いことが明らかとなった。また,丁細胞のなかではCD4+丁細胞/CD8+丁細胞,あるいはメモリー
 丁細胞/ナイーブ丁細胞,あるいはCD26+丁細胞/CD26一/b“丁細胞あるいはCD62L+丁細胞/
 CD62L一丁細胞のどちらのサブセットにも広範に遊走活性を示した。既存のケモカインは主に
 CD62LT細胞に作用するので,CD62L+丁細胞に対する活性は特徴的であった。
 (5)細胞活性化のSLCによる細胞遊走への影響;リンパ球をマイトージェン存在下で培養すると,
 培養2-3日目で,SLCによって誘導されるTおよびB細胞の遊走が著しく増強され,SLCは早
 期活性化段階のリンパ球を非常に効率よく遊走させると考えられた。炎症局所での活性化リンパ
 球の集積にもSLCが関与している可能性が考えられた。
 (6)SLCとELCの関係:ハイブリッド細胞,YACおよびBACの解析によりSLC遺伝子はヒト
 染色体9p13にマップされ,SLCと異なるリンパ球特異的ケモカインELCの遺伝子とおよそ100kb
 以内に近接していることが明らかとなった。ま牟,末梢リンパ球膜上にはSLCとELCが共有す
 るレセプターがあることが示された。SLCとELCは,遺伝的,機能的にサブファミリーを形成
 していると考えられた。
 【考察】
 本研究で見出されたケモカインSLCは,BおよびTリンパ球に特異的に作用し,なかでも
 CD62L+(ホーミングレセプター)丁細胞サブセットに遊走活性を示すこと,リンパ球ホーミン
 グの起こるリンパ節の高内皮細静脈の存在する傍濾胞領域に構成的にmRNAの発現がみられる
 こと,経内皮的細胞遊走活性を有していること,遊走が百日咳毒素で抑制されることから,リン
 パ球ホーミングに関与するケモカインの要件を満たしていることが明らかにされた。疾患部位に
 リンパ組織が形成されるような免疫疾患では,SLCとそのレセプターを遮断することにより,
 リンパ球の疾患部位への侵入を抑制できる可能性がある。今後,種々の疾患におけるSLCとそ
 のレセプターの発現を解析することが必要であると考えられる。
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 審査結果の要旨
 リンパ球の移動は免疫系にとって重要な現象である。リンパ球の移動を理解するうえで,関与
 する走化性因子の同定は重要であるが,残念ながら不明な点が多いのが現状であった。これは主
 にリンパ球の遊走活性の検出が難しいという技術的理由によると考えられる。本申請者は,リン
 パ球に作用する重要なケモカインが未同定であると考え,遺伝子のランダムシーケンスライブラ
 リーから新規ケモカインを検索することから研究を開始している。その検索により発見した,新
 規ヒトケモカインSLCの生理的役割を明らかにすることが本研究の目的となっている。
 まず,ノーザンブロット法により,リンパ節,虫垂,脾臓などの2次リンパ組織でのSLCの
 構成的な強い発現を示している。またぬsl戯ハイブリダイゼーション法による検討では,これ
 らのリンパ組織の傍濾胞領域に産生細胞があることを示している。つぎにリコンビナントSLC
 の発現,精製を行ない,反応細胞について血痂roで検討している。遊走実験により,末梢リ
 ンパ球,リンパ球株に対しては非常に強い細胞遊走活性を有していたが単球,顆粒球にはまった
 く遊走活性を示さないことを明らかにしている。また,リンパ球に対する活性について,SLC
 結合実験によって物理的傍証を加えている。SLCによる遊走活性の基礎的性格として,この活
 性がケモタキシスであることと百日咳毒素で抑制されることを高反応性の細胞株を用いて示して
 いる。さらに,末梢リンパ球を用いた経内皮的細胞遊走系による検討を加え,SLCはB細胞と丁
 細胞に対して遊走活性を示すがNK細胞には遊走活性を示さないこと,また,反1、きする丁細胞
 サブセットは広範であり,特に既存のケモカインが反応しないCD62r(ホーミングレセプター)
 丁細胞サブセットに遊走活性を示すことをSLCの特徴的な活性として見い出している。
 以上のような新所見をもとに,本申請者はSLCのリンパ球ホーミングヘの関与を考察してい
 る。さらにリンパ節ホーミングも百日咳毒素投与で抑制されることや,SLCの刺激によりリン
 パ球LFA-1が活性化されること,丁細胞ホーミング不全の形質をもつDDD/1マウスがSLCを
 欠損していることなど文献的な証拠だてを加え,SLCはリンパ球ホーミングに関与するケモカ
 インの要件を満たしていると結論している。
 本研究により,いままで不明であったリンパ球ホーミングに関与する走化性因子の少なくとも
 1つが明らかにされた。SLCの発見は今後,リンパ節ホーミング現象の理解につながるだけで
 なく,一部の免疫疾患における疾患局所でのリンパ節形成のメカニズム解明の進展に大きく寄与
 すると考えられる。新規性のある研究であり,所見の正確精緻さと結論の明解適切さにも異論は
 ない。よって,本研究は学位授与に値すると判定された。
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